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Microbial degradation  
Özet 
2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), fenoksi asitler grubuna dahil olan, seçici bir herbisittir. Topraktaki 
2,4-D kalıntılarının çevre ve insan sağlığına zararlı etkileri olduğu bilinmektedir. Bu sorunlar ile baş 
etmedeki en önemli faktörlerden birisi herbisitleri besin olarak kullanıp yıkımını sağlayan toprak 
bakterileridir. Bu çalışmada, Balıkesir bölgesinde, 2,4-D ile muamele edilmiş tarım arazisinden izole 
edilen bakterilerin, bu herbisiti yıkım potansiyellerinin spektrofotometrik testler ve HPLC yardımıyla 
belirlenmesi hedeflenmiştir. Öncelikle, bu bakterilerin protein analizi yöntemiyle moleküler düzeyde 
tanımlanması amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda; seri seçilimlerle elde edilen bakteri 
kolonilerinin, karbon kaynağı olarak yalnızca iki farklı derişimde (0.1g/L, 0.5g/L) 2,4-D içeren 
besiyerinde yetişmeleri sağlanmıştır. Yetiştirilen bakterilerin büyüme hızları 14. günde takip edilmiş ve 
bakterilerin yıkım yeteneklerinin anlaşılması için besi ortamında kalan 2,4-D miktarları aynı süre 
sonunda ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlara göre bu çalışmada 2,4-D’yi yıkabilen bir bakteri 
bulunamamış, ancak Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus ve Stenotrophomonas sp. 
bakterilerinin 2,4-D’li ortamda büyüyebildikleri tespit edilmiştir. 
Abstract 
2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) is a selective herbicide from the phenoxyacids group. 2,4-D 
residues in soil are known to have harmful effects on environment and human health. One of the most 
important factors in dealing with these problems is soil bacteria that provide herbicides as a nutrient 
and break down. In this study, it was aimed to determine the degradation potential of this herbicide 
by the bacteria isolated from an agricultural field treated with 2,4-D in Balıkesir region through 
spectrophotometric tests and HPLC. It was initially aimed to identify these bacteria at the molecular 
level by protein analysis. In order to achieve these goals; bacterial colonies obtained by serial selection 
were grown in the media containing three different concentrations (0.1 g/L, 0.5 g/L) of 2,4-D as the 
only carbon source. Growth rates of the bacteria were monitored on the 14th day, and the amount of 
2,4-D remaining in the medium was measured at the same time in order to understand the 
degradation ability of the bacteria. According to the results obtained; no bacteria capable of degrading 
2,4-D were found, however, it was observed that Acinetobacter baumannii, Acinetobacter 
calcoaceticus and Stenotrophomonas sp. bacteria were able to grow in the medium containing 2,4-D. 
 
GİRİŞ 
Pestisitler, tarımsal ürünlerin üretimi ve depolanmaları 
sırasında ürünlere zarar veren, ürün kaybına ve 
hastalıklara neden olan mikroorganizma, böcek, 
kemirgen, yabani ot ve mantar gibi zararlıları 
uzaklaştırmak, yok etmek ve bitki büyümesini 
düzenlemek amacıyla kullanılan kimyasal ya da biyolojik 
ürünlerdir (Kaya 2016). Ülkemizde yetiştirilen tarım 
ürünlerinde ekonomik olarak zarara neden olan yaklaşık 
500 hastalık etmeni, zararlı ve yabancı ot bulunmakla 
birlikte bunlarla gerekli mücadele çalışmaları 
yapılmadığında, ürün kaybı ortalama %35 dolaylarında 
olduğu belirtilmektedir (Yakar 2014). İnsan nüfusunun 
sürekli artması göz önüne alındığında bunun çok büyük bir 
ürün kaybına denk geldiği söylenebilir. Bunun yanında 
artan pestisit kullanımı nedeniyle, pestisitlerin çevreye 
olan olumsuz etkilerinin belirlenmesi, eliminasyonu ve 
daha bilinçli kullanımları önem taşımaktadır (Oliveira ve 
ark. 2018).  
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Pestisitlerin bir alt grubu olan herbisitler; tarım 
arazilerinde istenmeyen yabancı otları öldürmek veya 
kontrol altına almak için kullanılan kimyasal maddelerdir. 
Kullanılan herbisitlerin yıkımı, bitki tarafından kullanılma, 
buharlaşma, taşınma, ışıkta yıkım, toprakta tutunma, 
yıkanma, mikrobiyal yıkım ve kimyasal yıkım yollarından 
herhangi birisi ile gerçekleşir (Başaran ve Serim 2010). 
Herbisitlerin mikrobiyal yıkımında toprak özellikleri 
(nemi, hava kapasitesi, sıcaklık, pH ve organik madde 
miktarı) rol almaktadır (Başaran ve Serim 2010). 
Kullanılabilir tarım alanlarının azalmasına neden olan bir 
bileşik olan 2,4-Dikolorofenoksi asetik asit (2,4-D), 
yabancı ot mücadelelerinde 1940’lı yıllardan beri yaygın 
olarak kullanılan bir herbisittir (Xia ve ark. 2017). Yabancı 
otlara karşı etkili bir mücadele sunan 2,4-D’nin kontrolsüz 
kullanımı, biyolojik denge bozulumu ve çevre ve gıda 
zehirlenmelerine neden olmaktadır (Özdaş 2006). 
2,4-D kalıntılarının toprakta, uygulamadan 7-10 gün 
sonrasında ortalama % 40-50 kadarının, 60 gün 
sonrasında ise yaklaşık % 50-60 kadarının mineralize 
olduğu rapor edilmiştir (Boivin ve ark. 2005). Kısa sürede 
mineralize olmaya başlamasına rağmen, 2,4-D 
kimyasalının hem kendisinin hem de ara ürünlerinin 
toprakta uzun yıllar kalma potansiyelinin olduğu 
bilinmekte ve çeşitli bakteri türlerinin kullanımı ile 2,4-
D’nin yıkımı, bu bileşiğin neden olduğu biyolojik kirliliğin 
eliminasyonunda izlenen temel yol olarak belirtilmektedir 
(Kumar ve ark. 2016). Achromobacter, Acinetobacter, 
Arthrobacter, Corynebacterium, Cupriavidus, 
Flavobacterium, Penicillium, Pseudomonas, Variovorax, 
Sphingomonas, Bradyrhizobium ve Streptomyces cinsi 
bakterilerin ve Serratia marcescens, Stenothrophomonas 
maltophilia bakteri türlerinin söz konusu yıkım 
yeteneğine sahip oldukları literatürde yer almaktadır 
(Don ve Pemberton 1981, Fulthorpe ve ark. 1995, Zwieten 
ve ark. 1995, In-Hyun ve Jonk-Ok. 2003, Silva ve ark. 
2007). 
Bu çalışmanın amacı; herbisit olarak kullanılan ve çevresel 
kirliliğe sebep olan 2,4-D kimyasalının, Balıkesir İli Altıeylül 
İlçesi sınırlarında bulunan ve 2,4-D ile muamele edilmiş bir 
tarım arazisinden izole edilen bakterilerce yıkılıp 
yıkılmadığının belirlenmesidir. 
MATERYAL VE METOD 
Biyolojik Materyal 
Bakteri izolasyonu için toprak örnekleri, ilkbaharda (nisan 
ayı içinde) buğday bitkisinin olduğu ve hava sıcaklığının 
yaklaşık 20 oC olduğu dönemde uzun yıllardır dimetil amin 
tuzu şeklinde yaklaşık olarak hektarının 0,5 g/L 
konsantrasyonda 20 L 2,4-D ile muamele edildiği bilinen 
Balıkesir’in Altıeylül ilçesinde bulunan (39°37'05.6"N 
27°45'48.0"E) killi toprağa sahip bir tarım arazisinden, 
toprak yüzeyi yaklaşık 5 cm temizlenerek tarlaya dışarıdan 
herhangi bir kontaminasyon oluşturmamak adına 
kaynatılıp etanol ile steril edilmiş kavanoz ve kaşıklar 
kullanılarak alınmıştır. Örnek alma işlemi tarlaya 2,4-D 
uygulamasından 5-7 gün sonra yapılmıştır. 
Mineral Tuz Besi Ortamı (MTB) ve Luria bertani (LB) 
Besiyeri Ortamlarının Hazırlanması 
MTB hazırlamak için 2 g/L amonyum sülfat ((NH4)2SO4), 
0.625 g/L potasyum hidrojen fosfat (K2HPO4), 0.6 g/L 
sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4 2H2O), 0.2 g/L 
magnezyum sülfat (MgSO4 7H2O), 0.15 g/L kalsiyum klorür 
(CaCl2 6H2O) tartılarak saf su ile 1 litreye tamamlanmış ve 
pH’sı 7.0 olarak ayarlanmıştır. Hazırlanan besi ortamı 0.22 
µm por çapında steril filtre kullanılarak sterilize edilmiştir. 
Bakterilerin canlılıklarını belirlemek amacıyla kullanılan LB 
besiyerinin hazırlanması için ise 10 g/L triptofan, 5 g/L 
NaCl, 5 g/L maya özütü tartılarak saf su ile 1 litreye 
tamamlanmış ve 10 mL’lik tüplere paylaştırılmıştır. Agarlı 
besiyeri için MTB’ye % 1.5 oranında agar ilave edilmiş ve 
121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapılmıştır. 
Topraktan Bakteri İzolasyonu 
Herbisit uygulandığı bilinen arazinin farklı yerlerinden 
toplamda 10 g kadar toprak örneği alınmıştır. 250 mL’lik 
şişe içerisine 5 g toprak örneği ve 50 mL sterilize edilmiş 
MTB konulup 37 °C’de inkübe edilmiştir. Karbon kaynağı 
olarak 2,4-D bulunduran besiyeri içerisinde 37 °C’de 14 
gün inkübe edilen bakteriler CEM serisi olarak, aynı 
karbon kaynağı kullanılarak 14 gün boyunca 30 °C’de 
inkübe edilen bakteriler ise B serisi olarak kodlanmıştır. 
İnkübasyonu takiben 2,4-D içeren MTB agar petrileri 
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üzerine yayma yöntemi ile bakterilerin ekimi yapılmış, 
yoğun şekilde petride gelişen koloniler koloni 
morfolojileri ve renkleri dikkate alınarak seçilmiş ve bu 
kez çizme yöntemi yapılarak saf koloniler elde edilmiştir. 
Koloni saflaştırma işlemi 3 kez tekrarlanmıştır. 
Bakterilerin Tanımlanması 
Bakteri örneklerinden elde edilen taze koloniler, MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and Ionization 
Time-Of-Flight ) ile tanımlama yapılmak üzere Hatay 
Mustafa Kemal Üniversitesi, Bitki Sağlığı Kliniği Uygulama 
ve Araştırma Merkezi’ne gönderilmiştir. Bu merkezde 
MALDI-TOF analizi ile mikroorganizma tanımlaması Uysal 
ve ark. (2019)’ndaki prosedür kullanılarak uygulanmıştır. 
Bunun için saf bakteri kültürlerinden ön protein 
izolasyonları yapılmış ve bu proteinlerin analizi 
sonucunda cihazdan elde edilen spektrumlar aracılığıyla 
cins ve tür teşhis işlemleri gerçekleştirilmiştir.  
2,4-D Kimyasalının Hazırlanması ve 2,4-D’li Ortamda 
Bakterilerin Yetiştirilmesi 
2,4-D (Duchefa Biochemistry; Haarlem, Hollanda)’den 0.5 
g tartılarak 10 mL %96’lık etanolde çözülmüş ve por çapı 
0.22 µm olan steril filtreden geçirilerek sterilize edilmiştir. 
10 mL MTB’ye stoktan 100 µL (~3.8x107tane) bakteri 
örneği ve 2,4-D kimyasalından 0.1 g/L, 0.5 g/L derişiminde 
olacak şekilde ilave edilerek, kapaklar sıkıca kapatılmış ve 
vorteks ile karıştırılmıştır. 2,4-D kimyasalının uygulama 
derişimleri Santacruz ve ark. (2005)’nın kullandığı 
derişimlerin en düşük ve en yüksek yoğunluklu olanları 
seçilerek belirlenmiştir. 14 gün boyunca inkübasyona 
bırakılan bakterilerin süre sonundaki canlılıklarına LB 
besiyerine ekim yapılarak bakılmıştır (Zhao ve ark. 2015). 
14 günlük inkübasyon süresine, Xia ve ark. (2017)’nın izole 
ettikleri bakterilerde 2,4-D yıkım çalışmalarını 36 saatte 
sonlandırması ve öncül çalışmalarımızda bakterilerin 14. 
günden itibaren büyüme doygunluğuna eriştiğinin 
gözlemlenmesi sebebiyle karar verilmiştir. Bakterilerin 
yetiştirilmesi spektrofotometrik ölçümler için 3 tekrarlı, 
HPLC analizi için ise tek tekrarlı olarak yapılmıştır. 
2,4-D’li Ortamda Bakterilerin Büyüme Miktarının 
Spektrofotometre ile Belirlenmesi 
İnkübasyon sonunda elde edilen örneklerden 1 mL 
alınarak spektrofotometre küvetine koyulmuş ve optik 
yoğunluk (OD) 600 nm’de absorbans değeri ölçülerek 
ölçümler kaydedilmiştir. Kör olarak MTB kullanılmıştır.  
Spektrofotometre Kullanılarak 2,4-D Miktar Tayininin 
Yapılması 
Örneklerden 1mL alınarak 5000 rpm’de santrifüj 
yapılmıştır. Daha sonra kuartz küvetlere konularak optik 
yoğunluk (OD) 283 nm’de absorbans değeri ölçülerek 
ölçümler kaydedilmiştir. Kör olarak MTB kullanılmıştır 
(Güngör 2007). 
HPLC Kullanılarak 2,4-D Miktar Tayininin Yapılması 
HPLC (High Performance Liquid Chromatography: Yüksek 
Performanslı Sıvı Kromatografisi) analizi için örneklerden 
1 mL alınarak 5000 rpm’de santrifüj yapılmış ve 
süpernatant alınarak 0.22 µm filtreden geçirilmiştir. HPLC 
analizi C18 kromatografi kolonu (4.6 mm x 150 mm, 5 µm) 
ile yapılmıştır. Kromatografik koşullar; kolon sıcaklığı 30 
°C’ye ayarlanarak ve pH’ı fosforik asit ile 3.2’ye ayarlanan 
mobil fazın, metanol ve ultra saf suyun hacimce 6:4 
oranında karıştırılması ile oluşturulmuştur. Cihaz üzerinde 
Akış hızı 1.0 mL/dk, dalga boyu 248 nm ve enjeksiyon 
hacmi 20 μL olarak ayarlanmıştır (Zhou ve ark. 2018). 
İstatistiksel Analiz 
Her bir grup için elde edilen tekrarlı değerler arasında 
istatiksel olarak anlamlı bir fark olup olmadığının bilinmesi 
için GraphPad Prism programı (CA, ABD) içerisinde yer 
alan Unpaired t testi kullanılmıştır. Karşılaştırma yapılan 
gruplar için hesaplanan P değerinin 0.05’e eşit ya da 
ondan küçük olması durumunda, fark istatistiksel olarak 
anlamlı kabul edilmiştir. 
BULGULAR 
MALDI-TOF ile bakterilerin tanımlanması  
Balıkesir bölgesinde bulunan tarım arazisinden 2,4-D 
kimyasalına maruz kaldığı bilinen topraktan izole edilerek 
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MALDI-TOF ile tanımlanan bakteriler Çizelge 1’de 
verilmiştir. Tür tanımlama sonucu; 37 °C’de inkübe edilen 
ve CEM serisi olarak adlandırılan bakterilerin tamamının 
Acinetobacter baumannii, B serisi olarak adlandırılan ve 
30 °C’de inkübe edilen bakterilerden B5 ve B9’un 
Acinetobacter calcoaceticus, B8’in ise Stenotrophomonas 
sp. olduğu tespit edilmiştir (Çizelge 1).
 
Çizelge 1. MALDI-TOF ile tanımlanan bakteriler 
Kullanılan kimyasal Bakterinin kodu Bakterinin türü 
2,4-D 
CEM6, CEM3, CEM4, CEM9, CEM14, CEM20 Acinetobacter baumannii 
B5, B9 Acinetobacter calcoaceticus 
B8 Stenotrophomonas sp. 
 
2,4-D’nin Mikrobiyal Yıkımı 
2,4-D’li Ortamda Bakterilerin Büyüme Miktarlarının 
Spektrofotometre Kullanılarak Belirlenmesi 
MTB ortamında 0.1 ve 0.5 g/L 2,4-D içeren tüplere ekim 
yapılan bakterilerin 14. gün sonunda, büyüme miktarları 
spektrofotometre cihazı ile 600 nm dalga boyundaki 
absorbansları aracılığıyla ölçülmüş ve kolonların kendi 
kontrol grubu (0 g/L) ile istatistiksel karşılaştırmaları 
yapılmıştır. Şekil 1 ve 2 kolonlarında anlamlı çıkan 
karşılaştırma verileri * (P<0.05), ** (P<0.01) ve *** 
(P<0.001) şeklinde sunulmuştur. 
CEM serisi bakterilerinden CEM3’de 0.5 g/L 2,4-D içeren 
besiyerindeki bakteri büyüme miktarının hiç 2,4-D 
içermeyen (kontrol) besiyerindeki bakteri büyüme 
miktarına göre anlamlı bir artış gösterdiği (P<0.05), 0.1 g/L 
2,4-D içeren besiyerindeki bakteri büyümesinin ise 
kontrole göre önemli bir değişim göstermediği 
görülmüştür (Şekil 1). CEM4’deki anlamlı değişim (P<0.01) 
kontrole göre 0.5 g/L 2,4-D içeren besiyerindeki bakteri 
büyüme miktarında tespit edilmiştir. CEM6’da 0.1 ve 0.5 
g/L 2,4-D içeren besiyerindeki bakteri büyüme miktarları 
kontrole göre sırasıyla istatistiksel olarak P<0.001 ve 
P<0.01 anlam düzeyinde artış göstermiştir. CEM9’da 
kontrole göre sadece 0.1 g/L ve CEM14’de kontrole göre 
sadece 0.5 g/L 2,4-D içeren besiyerindeki bakteri büyüme 
miktarlarında istatistiksel olarak P<0.001 anlam 
düzeyinde bir artış görülmüştür. CEM20’de ise kontrole 
göre artış (P<0.01) 0.5 g/L 2,4-D içeren besiyerindeki 
bakteri büyüme miktarında tespit edilmiştir
.

































Şekil 1. CEM serisi 14. gün sonunda toplam bakteri büyüme miktarları. Her bir bakteri suşu için 0,1 ve 0,5 g/L için elde edilen değerler kendi kontrol 
grubu (0 g/L) ile karşılaştırılmıştır. İstatiksel olarak anlamlı sonuçlar *(p<0.05), **( P<0.01) ve *** (P<0.001) şeklinde gösterilmiştir. 
B serisi bakterilerinden Acinetobacter calcoaceticus 
olarak tanımlanan B5’de hiç 2,4-D içermeyen 
besiyerindeki bakteri büyüme miktarına göre 0.1 g/L 
içeren besiyerindeki bakteri büyüme miktarında P<0.001 
anlam düzeyinde, 0.5 g/L içeren besiyerinde ise P<0.01 
anlam düzeyinde artış olduğu belirlenmiştir (Şekil 2). Bir 
diğer Acinetobacter calcoaceticus olan B9’daki artışın 
kontrole göre 0.1 g/L ve 0.5 g/L 2,4-D içeren besiyerindeki 
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bakteri büyüme miktarı istatistiksel olarak P<0.05 anlam 
düzeyinde olduğu tespit edilmiştir. Son olarak, 
Stenotrophomonas sp. olduğu tespit edilen B8’de 
kontrole göre 0.1 g/L 2,4-D içeren besiyerindeki bakteri 
büyüme miktarının istatistiksel olarak P<0.05 anlam 
düzeyinde, 0.5 g/L 2,4-D içeren besiyerinde ise P<0.01 














































Şekil 2. B serisi 14. gün sonunda toplam bakteri büyüme miktarları. Her bir bakteri suşu için 0,1 ve 0,5 g/L için elde edilen değerler kendi kontrol 
grubu (0 g/L) ile karşılaştırılmıştır. İstatiksel olarak anlamlı sonuçlar *(p<0.05), **( P<0.01) ve *** (P<0.001) şeklinde gösterilmiştir. 
 
2,4-D’nin Değişim Miktarının Spektrofotometre 
Kullanılarak Belirlenmesi 
2,4-D kimyasalının spektrofotometre cihazı ile oluşturulan 
standart grafiği Şekil 3’de verilmiştir. 
MTB ortamında 0.5 g/L 2,4-D içeren tüplere ekim yapılan 
bakteriler 14. gün sonunda uzaklaştırılarak, 2,4-D’nin 
kalan miktarı besi ortamının 283 nm dalga boyunda 
absorbansı ölçülerek standart grafik formülü (y = 8.335x) 
aracılığıyla hesaplanmış ve istatistiksel karşılaştırmaları 
yapılmıştır. Şekil 4 ve 5 kolonlarında anlamlı çıkan 
karşılaştırma verileri * (P<0.05), ** (P<0.01) ve *** 
(P<0.001) şeklinde sunulmuştur. 
 
Şekil 3. 2,4-D Standart grafiği
CEM serisinden sadece CEM14’de 14. gün sonunda 2,4-D 
miktarında anlamlı bir azalma (P<0.001) görülürken B 
serinden B8 ve B9’da anlamlı bir azalma (P<0.05) tespit 
edilmiştir. Diğer taraftan her iki serinin de negatif 
kontrollerinde 14. gün sonunda 2,4-D miktarlarında 
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2,4-D miktarının zamanla değişimi


















Şekil 4. CEM serisinde 0.5 g/L 2,4-D içeren besi ortamında 2,4-D miktarının 14. gün sonunda spektrofotometre ile ölçülen değişimi. Her bir bakteri 
suşu için elde edilen 14. gün sonu kimyasal miktarı kendi kontrol grubu (0.gün) ile karşılaştırılmıştır. İstatiksel olarak anlamlı sonuçlar 
* (p<0.05), **(P<0.01) ve *** (P<0.001) şeklinde gösterilmiştir. Negatif kontrol: Bakteri içermeyen ortam 
 






2,4-D miktarının zamanla değişimi
















Şekil 5. B serisinde 0.5 g/L 2,4-D içeren besi ortamında 2,4-D miktarının 14. gün sonunda spektrofotometre ile ölçülen değişimi. Her bir bakteri suşu 
için elde edilen 14. gün sonu kimyasal miktarı kendi kontrol grubu (0.gün) ile karşılaştırılmıştır. İstatiksel olarak anlamlı sonuçlar                                           
* (p<0.05), **(P<0.01) ve *** (P<0.001) şeklinde gösterilmiştir. Negatif kontrol: Bakteri içermeyen ortam  
2,4-D’nin HPLC ile mikrobiyal yıkım miktarının 
belirlenmesi 
HPLC cihazı ile üç farklı 2,4-D derişimi ölçülmüş ve 
f(x)=0.00202609*x+1.18181 formulü elde edilerek Şekil 
6a’da verilen standart grafik oluşturulmuştur. Yukarıda 
verilen formülde fx 2,4-D’nin X100 ppm cinsinden 
miktarını, x ise ilgili derişim için cihazın verdiği X104 alan 
değerini temsil etmektedir. Ölçülen örnekler bu formül ile 
hesaplanmıştır. Standart grafiğin oluşturulmasında 
kullanılan 2,4-D kimyasalı kromotografi görüntüsü Şekil 
6b’de verilmiştir.
 
Şekil 6. a. HPLC 2,4-D standart grafiği. b. HPLC 2,4-D (100 ppm) standart kimyasal kromatografi görüntüsü. Pik çıkış zamanı 12. dakika olarak 
belirlenmiş ve ok ile gösterilmiştir. 
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MTB ortamında 100 ve 500 ppm 2,4-D içeren tüplere ekim 
yapılan bakteriler uzaklaştırılarak 14. gün sonunda, 2,4-D 
kimyasalının HPLC cihazı ile 248 nm dalga boyunda 
absorbansı ölçülmüştür. 
Ölçümler sonucunda, CEM serisi bakterilerinde 100 ppm 
ve 500 ppm 2,4-D içeren besiyerlerinde 14. gün sonunda 
2,4-D kimyasalının miktarlarındaki değişimin negatif 
kontroldeki değişime benzer şekilde olduğu görülmüştür 
(Şekil 7 ve 8). CEM serisinde HPLC analizi ve 
spektrofotometrik ölçümler sonucunda 2,4-D 
kimyasalının miktarlarındaki değişimin benzer olması 
sebebiyle B serisi için bu kapsamda bir deney 
tasarlanmamıştır.





2,4-D miktarının zamanla değişim HPLC analizi

















Şekil 7. CEM serisinde 100 ppm 2,4-D içeren besi ortamının 14. gün sonunda HPLC ile 2,4-D miktar tayini. Negatif kontrol: Bakteri içermeyen ortam 
 








2,4-D miktarının zamanla değişim HPLC analizi

















Şekil 8. CEM serisinde 500 ppm 2,4-D içeren besi ortamının 14. gün sonunda HPLC ile 2,4-D miktar tayini. Negatif kontrol: Bakteri içermeyen ortam 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
Tanımlanan bakteriler, tek karbon kaynağı olarak 2,4-D 
kimyasalını barındıran besiyerinde tutulmuş ve büyüme 
oranları ölçüldüğünde ilgili kimyasalı kullanabiliyor 
olabilecekleri düşünülmüştür. Ancak, işlem sonunda 2,4-
D miktarının spektrofotometre ile ölçülmesi sonucunda 
2,4-D’nin hiç kullanılmamış olabileceği ortaya çıkmıştır.  
Ancak böyle bir durumda bakterilerin karbon kaynağı 
olarak neyi kullanıyor olabileceği bir belirsizlik olarak 
kalmıştır. Öncelikle gözlemi netleştirmek için HPLC 
ölçümleri de gerçekleştirilmiş ve akla gelen bazı olası 
durumlar değerlendirilmiştir.  
Bunlardan ilki bakterilerin havadaki serbest CO2’yi 
kullanarak ototrof bir yaşam sergilemeleri olasılığıdır. 
Ancak literatüre bakıldığında tanımladığımız bakterilerin 
hiçbirinin ototrof olmadığı tespit edilmiştir (Percival ve 
Williams 2014). 
İkinci olasılık ise; kullanılan 2,4-D miktarının, yani 2,4-D 
toplam miktarındaki azalmanın, ölçülemeyecek kadar 
düşük olmasıdır. Bunu değerlendirmek için 10 mL besi 
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ortamına 0.005 g 2,4-D karbon kaynağı ve başlangıç 
bakteri sayısı olarak ortalama 4.51x107 bakteri konulmuş, 
14. gün sonunda bakteri kütlesinde anlamlı bir farklılık 
görülmemiştir. Güven ve Demirel Zorba (2013)’ya göre bir 
bakterinin ortalama kütlesi 0.2 x 10-12g’dır. Buna göre; 
0.005 g, yaklaşık 2.5x1010 adet bakteriye karşılık 
gelmektedir. Deneylerimizde son durumda ölçülen 
bakteri absorbansı yaklaşık 0.400’dir ve bu ortalama 1 
mL’de 4.51x108 yani 10 mL’de 4.51x109 tane hücreye 
denk gelmektedir. Yapılan bu hesaplamalara göre 
bakterilerin çok az karbon kaynağı ile bu sayılara 
ulaşabildikleri düşünülmüştür. Dolayısıyla kullanılan 2,4-D 
miktarının HPLC ve spektrofotometre cihazı ile 
ölçümlerde fark edilemeyecek denli düşük olabileceği 
akla uygun görünmektedir.  
Üçüncü olasılık; 2,4-D’nin kullanılmasına rağmen üretilen 
bir metabolit veya atığın 2,4-D’ye çok benzer özellikler 
göstermesidir. Bunun sebebi olarak literatürde bulunan 
spektrofotometrik yöntem ile gerçekleştirilen 
ölçümlerde, bakterilerin ürettikleri atıkların ve 
metabolitlerin ölçümleri etkilediği görüşü düşünülebilir 
(Güngör 2007). Bu düşüncenin doğruluğunu test etmek 
için aynı koşullar altında sadece bakteri sayısını arttırarak 
yeni bir deney tasarlanmıştır. Bu deney ile bakterilerin 
ürettikleri metabolit miktarı artmasından dolayı 
spektrofotometre ölçümlerinde kayda değer bir artış 
gözlemlenmiştir. Yapılan bu deney sonucunda 2,4-D 
kimyasalı ile bakterilerin ürettikleri maddelerin aynı dalga 
boyunda olduğu anlaşılmıştır.  
Elde edilen bakteriler türler bağlamında 
değerlendirildiğinde Acinetobacter baumannii ve A. 
calcoaceticus Gram-negatif basil, kokobasil veya diplokok 
şeklinde görülen, hareketsiz, dünyadaki toprak ve su 
kaynaklarında bulunan bir mikroorganizma türüdür (Dal 
ve ark. 2012). Stenotrophomonas sp ise gram negatif, 
aerofilik ve hareketli bir basildir (Doyuran 2012). 
A. baumannii bakterisi ile yapılmış olan birçok çalışmada, 
bu bakterinin enerji kaynağı olarak karbon ve çeşitli 
maddeleri kullanabildiği gösterilmiştir. Örneğin; yapılan 
bir çalışmada bu bakteri türünün dizel yağını % 99 
oranında kullandığı bulunmuştur (Palanisamy ve ark. 
2014). Buna ilaveten A. baumannii bakterisinin klorlu 
aromatik aminlerden biri olan 4-Kloroanilin kimyasalını 
karbon ve enerji kaynağı olarak kullandığı (Vangnai ve 
Petchkroh 2007), bir diğer çalışmada ise, diklofop-metil 
herbisitini karbon kaynağı olarak kullandığı belirtilmiştir 
(Smith-Grenier ve Adkins 1996). 
İzole ettiğimiz Acinetobacter calcoaceticus’in S30 
suşunun ham petrolü yıkabildiği daha önceki çalışmalarda 
bildirilmiştir (Lal ve ark. 1996). Acinetobacter 
baumannii’nin tek başına 2,4-D kimyasalını yıkamadığı 
fakat bir 2,4-D yıkım plazmidi olan pJP4 ile konjugantının 
bu kimyasalı dramatik şekilde yıktığı gösterilmiştir 
(Zwieten ve ark. 1995). Bizim çalışmamızda izole edilen 
Acinetobacter baumannii suşunun da daha önceki 
çalışmalarda görüldüğü gibi pJP4 plazmidi içermeyen A. 
baumannii bakteri suşlarıyla benzer şekilde 2,4-D 
kimyasalını yıkım potansiyelinin olmadığı tespit edilmiştir. 
Stenotrophomonas sp. bakterilerinin ise 2,4-D ve Poly-β-
hydroxybutyrate kimyasallarını karbon kaynağı olarak 
kullandığına dair raporlar bulunmaktadır (Sayyed ve ark. 
2019, Han ve ark. 2014). Ayrıca, yapılan bir çalışmada, 
aynı cins içerisinde yer alan Stenothrophomonas 
maltophilia bakterisinin 2,4-D kimyasalını yıkım kabiliyeti 
olduğu belirtilmiştir (Silva ve ark. 2007). 
Stenothrophomonas maltophilia’nın 2,4-D yıkım 
potansiyelinin daha önce belirlenmesi dolayısıyla bu 
çalışmada izole edilen Stenothrophomonas sp. türünün 
aynı olmadığı veya en azından farklı suşlar olması gerektiği 
düşünülmüştür. 
Sonuç olarak; 2,4-D uygulanmış Balıkesir tarım arazi 
toprağından izole edilen bakteriler Acinetobacter 
baumannii, Acinetobacter calcoaceticus ve 
Stenotrophomonas sp. olarak tanımlanmıştır. Tanımlanan 
bakterilerin, bu kimyasalı kullanabilme yeteneğinin 
olmadığı, ancak ilgili bakterilerin 2,4-D’li ortamda 
büyüyebildikleri gözlemlenmiştir. Öte yandan, 
bakterilerin 14 günlük inkübasyon süresinin kısa gibi 
görünmesine rağmen 36 saatte sonlandırılan çalışmalar 
bulunmaktadır (Xia ve ark. 2017). Son olarak, bakteriler 
dışında farklı mikroorganizmaların (örneğin Ascomycota 
ve Basidiomycota şubelerine ait funguslar) 2,4-D 
kimyasalı yıkım kabiliyetlerinin olduğu rapor edilmiştir 
(Serbent ve ark. 2019). İlerleyen çalışmalarda 2,4-D 
kimyasalı yıkım kabiliyetlerinin belirlenmesi için 
2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-d) uygulanmış topraktan izole edilen bakterilerin 2,4-d biyokimyasal yıkım kabiliyetlerinin incelenmesi 
300 / C. Kurtoğlu, F. Ceylan, S. Cömertpay, İ. Akyol / AÇÜ Orman Fak Derg 21(2):292-300 (2020) 
bakterilerin yanında fungus veya tek hücreli ökaryotik 
canlılar da eklenebilir. 
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